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RESUMO 
N o presente t rabalho foi es tudada a ocor rênc ia das af latoxinas 
Β e G em 44 amostras de farelo de amendo im provenien tes de 6 
fábr icas da reg ião Sorocabana, b e m c o m o u m a poss íve l cor re lação 
na p r o d u ç ã o de ambas . 
A s amostras fo ram coletadas em quatro épocas representando 
material p rovenien te da industr ia l ização de duas safras dist intas a 
saber : março e maio — safra das « á g u a s » e ju lho e se t embro — sa-
fra da «seca» . 
D o s resul tados conclu iu-se q u e : a) a inc idência de af la toxina fo i 
gera l na região, po i s todas as amostras es tavam t ó x i c a s ; b ) o nível 
de t o x i d e z encont rado fo i e levado (va lores de 0,1 a 10,0 p p m ) sendo 
mais e levado na safra das « á g u a s » — média de 3,78 ppm, con t ra 1,74 
p p m na « s e c a » ; c ) apenas 4,54% do material examinado estaria em 
cond ições de ser ut i l izado para rações animais ; d ) pra t icamente não 
houve cor re lação entre a p rodução das af la toxinas Β e G. 
INTRODUÇÃO 
Em 1960 uma misteriosa e aparentemente nova doença apareceu nas 
granjas da Inglaterra matando, em poucos meses, cerca de 100.000 peruzinhos. 
As aves morriam geralmente dentro de uma semana sendo, seus sintomas, 
a perda de apetite, diminuição da mobilidade, fraqueza das asas, das pernas, 
etc. A necrópsia sempre revela lesões necróticas no fígado e congestina-
mento nos rins (STEVENS et a l . , 1960). Os autores, não conseguindo isolar 
nenhum agente infeccioso, suspeitaram que ela deveria ser de origem nu-
tricional visto que, com a mudança da ração, freqüentemente cessava a mor-
talidade, o que foi comprovado por SMITH (1960). 
Logo em seguida vários pesquisadores descreveram a doença, dentre 
eles BLOUNT (1961) que a batizou de doença «X» dos perus. 
Estudos posteriores revelaram que ela não era contagiosa e sim, era 
devida a material tóxico presentes nas rações, sendo fator comum do pro-
blema, uma partida de farelo de amendoim (ASPLIN & CARNAGHAN, 1961). 
* En t regue para pub l icação e m 28/12/1973. 
** P r o f e s s o r de Discipl ina , Depar tamento de T e c n o l o g i a Rura l da E S A L Q . 
Isolado o princípio tóxico, verificou-se que ele era composto de quatro 
substâncias: Bu B2, Gi e G 2 . A estas substâncias foi dado nome genérico de 
aflatoxina pois, verificou-se que eram metabólitos produzidos pelo fungo 
Aspergillus flavus Link (SARGANT et al. 1961) que se desenvolvia sobre 
o amendoim, após a colheita, sob condições favoráveis de umidade do amen-
doim e de temperatura e umidade relativa do ar. Hoje são conhecidos outros 
metabólitos integrantes do grupo da aflatoxina, ou sejam, a Mi e M 2 (De 
IONGH et al . , 1964 e ALLCROFT et al. 1966) e que são as Bi e B 2 metaboli-
zadas e encontrada no leite e urina de vacas e ovelhas alimentadas com 
farelos tóxicos, e também são produzidas pelo próprio fungo. Além destas 
foram posteriormente descobertas as B2a, G2a (DUTTON & HEATHCOTE, 
1966, e as B3 e GM1 (DUTTON & HEATHCOTE, 1969). 
As propriedades carcinogênicas da aflatoxina foram constatadas em tru-
tas (ASHLEY et a l . , 1964), ratos (WOGAN, 1965) e marrecos (SCHOENTAL, 
1967). 
Com relação ao homem os primeiros indícios de sua ação tóxica foram 
constatados por ZUCKERMAN & FULTON (1966). 
A aflatoxina é produzida pelo A .flavus e outros fungos, em quase todo 
mundo. RICHMOND et al . (1962a e 1962b) demonstraram que os efeitos tó-
xicos se reproduziam em marrecos, quando alimentados com soja, feijão 
(«runner bean»), semente de algodão e trigo, sobre os quais tinha crescido 
o A. flavus. 
A importância do problema tem despertado o interesse de governos e 
cientistas, no sentido de conhecerem a situação da aflatoxina em seus países, 
quer no amendoim, quer nas tortas e farelos. Já em 1961, na Nigéria, McDO-
NALD & HARKNESS (1963) fizeram uma investigação da presença de afla-
toxina nas colheitas de amendoim provenientes de duas regiões distintas: Ri-
verain e do Norte. Das 40 amostras analisadas muitas se apresentaram isentas 
da toxina, outras com valores até 0,5 ppm, apenas 3 ultrapassando este limite. 
SELLSCHOP et a l . , (1965) relatam um levantamento feito na África do 
Sul por uma equipe de técnicos nos anos de 1963 e 1964, quando examina-
ram a ocorrência de aflatoxina em cerca de 2.000 amostras de amendoim e 
sub-produtos provenientes das províncias Transvaal, Natal e Cabo e do 
Estado Livre de Orange. As amostras analisadas no primeiro ano mostra-
ram toxidez bastante elevada tendo, algumas partidas, apresentado 75% das 
amostras com mais de 2,0 ppm. Já no ano seguinte, o número de amostras 
tóxicas bem como o nível de toxidez decresceu o que, segundo aqueles auto-
res, deve ter sido em virtude de medidas restritivas na aceitação de amen-
doim mofado. 
PEERS (1965) apresentou uma das melhores pesquisas efetuadas neste 
campo, ao relatar o trabalho por ele feito em Vom, no Norte da Nigéria, 
durante os anos de 1963, 1964 e 1965, em dez apartidas de amendoim prove-
nientes da região de Zaria. Seu trabalho visou o controle da aflatoxina em 
tortas e farelos, resultantes daquele amendoim, e destinados à composição 
do Arlac*, bem como verificar o efeito das medidas de melhoria das condi-
ções de secagem armazenamento e seleção do amendoim. Estes estudos re-
velaram que a toxidez das primeiras partidas de torta, em 1963 foi em média 
de 0,34 ppm e que, com as melhorias introduzidas na secagem e armazena-
mento, a toxidez foi baixando até estabilizar-se, nas duas últimas partidas 
de 1965, em cerca de 0,02 ppm. 
CROWTER (1966), no período de fins de 1965 a meados de 1966, exami-
nou 186 amostras de amendoim e farelos de amendoim provenientes de vá-
rias regiões, em Gâmbia, cujos resultados variaram bastante. Na primeira 
partida, 53% das amostras eram de toxidez «Negativa», 19% «Média» e 28% 
«Alta», não se registrando nenhuma na categoria «Muito alta». Já em partida 
proveniente de outra região, constatou farelos de toxidez muito elevada che-
gando até 40 ppm de BI e 30 ppm de Gl . 
Entre nós MENEZES et al. (1966), em trabalho que consideraram pre-
liminar, determinaram aflatoxina em amendoim, tortas e farelos proceden-
tes de várias fábricas do Estado de São Paulo. Mais de 90% delas apresen-
taram teores elevados de aflatoxina e consideraram que apenas 3% das tor-
tas e farelos estariam em condições de serem utilizados em rações para 
animais. 
TANGO et al . (1967), trabalhando com amendoim das «águas» e da «se-
ca», investigaram principalmente, a incidência de aflatoxina e o grau de 
infestação de fungos. Os resultados mostraram uma maior incidência de 
aflatoxina na safra das «águas» com 59% das amostras nas categorias «Al-
ta» e «Muito Alta». Inversamente, encontraram um maior grau de infestação 
de fungos, na safra da «seca». 
Sendo a aflatoxina um problema de grande importância, que pode atingir 
o homem não só diretamente, pelo consumo de produtos contendo amendoim 
contaminado, como também indiretamente, através de leite produzido por ani-
mais que eventualmente se alimentem de farelos tóxicos, resolvemos inves-
tigar sua ocorrência em nosso Estado, através do farelo de amendoim, sub-
produto da indústria de extração de óleo. Nela procurou-se esclarecer princi-
palmente, os seguintes pontos: a) nível de toxidez dos farelos; b) variação 
da toxidez entre épocas de coleta das amostras e c) possível correlação entre 
a produção das aflatoxinas Β e G. 
Incluiu-se este último item por nada termos encontrado na literatura, com 
relação a ele, em trabalhos desta natureza. 
M A T E R I A L Ε MÉTODOS 
Material 
O material utilizado para execução deste trabalho constou de 44 amostras 
de farelo de amendoim da safra de 1966/67 coletadas em seis fábricas de óleo, 
(*) Concentrado nroteico destinado à infância no qual o farelo de amendoin entrava na pro-
porção de 33%. 
localizadas na região servida pela Estrada de Ferro Sorocabana, compreen-
dida entre Ourinhos e Santo Anastácio, no Estado de São Paulo. 
O cultivo do amendoim, que é feito em duas épocas do ano, permite a ob-
tenção de duas colheitas por ano, que se processam na estação chuvosa, por 
volta de janeiro, e na estação seca, por volta de junho, e por essa razão, são 
chamados, respectivamente de amendoim das «águas» e da «seca». 
As amostras foram coletadas em quatro épocas, a saber: março e maio, 
representando material proveniente da industrialização da safra das «águas», 
num total de 24 amostras e julho e setembro, representando material da safra 
da «seca», num total de 20 amostras, visto que, nesta safra, apenas cinco 
fábricas trabalharam. 
De cada fábrica foi retirada uma amostra de cerca de 1 kg, representativa 
de todo o material existente na fábrica e recolhida em sacos plásticos o qual 
era, posteriormente, colocado em sacos de papel, sobre os quais era feita a 
identificação da fábrica e da época da colheita. 
As fábricas foram identificadas por números e as épocas de coleta com 
os nomes dos meses em que foram retiradas as amostras. 
As análises foram efetuadas nos dias imediatos após o término das co-
letas. 
Métodos 
Preparo das amostras 
As amostras foram trituradas passando-se quatro a cinco vezes em moi-
nho de discos («Disc Mill», modelo 4E, The Straub Co., Philadelphia, EE.UU.) 
para obtenção da finura adequada para a análise sendo, posteriormente, pas-
sadas em peneiras de crivo de 841 micra (20 mesh»). Em seguida as amostras 
foram divididas em duas sub amostras, a e b, que foram novamente guarda-
das em sacos plásticos, até o momento de serem analisadas. 
Extração da toxina 
De cada sub-amostra, daqui para frente denominadas simplesmente de 
amostra, foram tomados 20 g, dos quais foi extraída a toxina com clorofór-
mio, de acordo com o método de LEE (1965). O filtro obtido foi denominado 
de solução X . Desta foram tomados 8 ml e diluídos a 100 ml com clorofórmio: 
solução Y . 
Preparo das cromotoplacas 
Placas de vidro de 10 χ 20 cm com camada de 500 μ de silicagel-G, fo­
ram preparadas segundo a técnica de COOMES & FEUELL (1965). 
Cromatografia do extrato 
A dois cm da base das cromatoplacas foram colocadas as seguintes alí­
quotas: 20 μΐ d§ solução X e 25, 10, 5 e 2,5 μΐ da solução Y , além de uma ali-
quota de concentração conhecida, para comparação, e desenvolvidas com 
o solvente clorofórmio-metanol 95:5, até 10 cm acima do local das amostras, 
em câmaras saturadas. 
Determinação do teor de aflatoxina e sua correspondente toxidez. 
As placas, após a cromatografia, foram examinadas, em sala escura, 
a distância de 30 cm de uma lâmpada ultra-violeta Philips, tipo HPW, 125 
watt, com emissão máxima em 365 nm e observada a presença ou ausência 
de manchas fluorescentes, azul-violeta das aflatoxinas BI + B2, num Rf = 
0,50 — 0,55 e esverdeada das aflatoxinas Gl + G2, num Rf = 0,45 — 0,50. 
O cálculo da concentração foi efetuado segundo COOMES & FEUELL 
(1965). Este sistema forneceu resultados entre dois limites de concentração. 
Assim, a menor alíquota em que foi observada fluorescência, nos forneceu 
o limite inferior. Para o limite superior foi tomada a alíquota seguinte em 
que não foi observada fluorescência. Nos casos em que foi observada fluo-
rescência na menor das alíquotas, a solução Y foi rediluida e recromatogra-
fada para verificarmos o limite superior. Estes limites, em função da me-
nor alíquota foi observada fluorescência, foram: 
Para a avaliação da toxidez das amostras os resultados foram enqua-
drados nas categorias de toxidez estabelecidas pelo TROPICAL PRODUCTS 
INSTITUTE (1962) e que consta do QUADRO 1. 
A nossa escala de categoria foi ligeiramente modificada, conforme pode 
ser observado, para maior facilidade dos trabalhos de análise. Além disso, 
quando do início dos nossos trabalhos, verificamos que os valores encontrados 
eram bastante elevados e por isso resolvemos esmiuçar mais a categoria 
«Muito Alta», ou seja, farelos com mais de 1,00 ppm. Por esse motivo sub-
dividimo-la em quatro níveis. 
Análise estatística 
Para a computação de médias foi usado o centro dos intervalos dos ní-
veis (PEERS, 1965) com as variáveis transformadas em log (χ + 1) de acordo 
com SNEDECOR (1956) e STEEL & TORRIE (1960). 
O cálculo da correlação entre as aflatoxinas Β e G foi feito conforme 
SNEDECOR (1956), também com as variáveis transformadas em log ( x + 1 ) . 
Para a análise da variância dos dados foi considerado o modelo: 
Y = u + fi + sj + ( f s ) y + m k ( j ) + ( f m ) i k ( j ) + a 1 ( y k ) 
onde: i = 1, 2, 3, 6 
j = 1, 2. 
r = 1, 2. 
1 = 1, 2. 
tendo os efeitos, todos aleatórios, o seguinte significado: 
f = efeitos de fábrica 
s = efeito de safras 
(fs) = efeito da interação fábrica χ safra 
m = efeito do mês (ou época) dentro da safra 
(fm) = efeito da interação fábrica χ mes, dentro da safra 
a = efeito da amostra. 
A análise da variância foi feita para estimar as variâncias relativas a 
cada efeito. Os dados também foram transformados em log (x + 1). 
A esperança matemática dos quadrados médios foi computada conforme 
BENNETT & FRANKLIN (1954). 
Os centros dos intervalos dos níveis com os quais foram feitos os cál­
culos acima referidos, foram os seguintes: 
R E S U L T A D O S Ε DISCUSSÃO 
Resultados 
Os resultados gerais estão nos quadros de números 2 a 15. 
Discussão 
Neste trabalho os resultados são apresentados em níveis de toxidez, pois 
pela sua natureza, um levantamento, desejou-se saber apenas a extensão 
e o nível de incidência da toxina. Este procedimento é corrente entre os au-
tores, como pode ser observado em PEERS (1965), SELLSCHOP et al . (1965), 
MENEZES et a l . (1966) e TANGO et al . (1967). 
Os níveis de toxidez estão intimamente relacionados com os testes bio-
lógicos em marrequinhos de um dia, pois é evidente que os números absolu-
tos do conteúdo de aflatoxina não darão qualquer informação de sua toxi-
dez a não ser quando relacionados com os seus efeitos nos referidos testes. 
Conforme pode-se observar nos quadros de números 2 a 5, a aflatoxina 
esteve presente m todas as amostras e variou entre os limites de 0,1 e 10,0 
ppm para as aflatoxinas Β e entre 0,075 e 3,75 ppm para as G. 
Baseados nos resultados apresentados para as aflatoxinas Β podemos 
verificar pelo Quadro 11, que não temos nenhuma incidência nas categorias 
«Baixa ou Negativa» e «Média», que 4,54% estão na categoria «Alta» e que 
95,46% estão na «Muito Alta». 
A toxidez dos farelos como se vê, foi bastante elevada. Para que se tenha 
uma idéia do significado dos resultados encontrados podemos citar que a 
concentração de aflatoxina BI no farelo que dizimou os peruzinhos na In-
glaterra em 1960 estava entre 2,0 e 5,0 ppm. Como pode-se observar, ainda 
com dados do Quadro 11, 49,99% das amostras estavam com mais de 2,5 ppm. 
Estes resultados estão de acordo com os encontrados entre nós por ME-
NEZES et al . (1966) e com os de TANGO et al . (1967). 
Considerando-se recomendações de instituições que pesquisaram extensi-
vamente o assunto, (ANÔNIMO, 1969) pelas quais os farelos ou tortas com 
mais de 1,00 ppm praticamente não podem ser utilizados em rações animais 
em nenhuma proporção, não poderíamos aproveitar mais que 4,54% do ma-
terial examinado. 
A situação em outros países é bastante variável conforme pode-se obser-
var em McDONALD & HARKNESS a963) na Nigéria, SELLSCHOP et a l . 
(1965) na Africa do Sul, PEERS (1965) em Vom, também na Nigéria, LIM & 
YEAP (1966) na Malásia e CROWTHER (1966) em Gâmbia. Todavia pode-se 
constatar facilmente que o nível de toxidez dos farelos por nós examinados 
foi bem mais elevado que o encontrado naqueles países. 
Pela análise da variância dos resultados podemos verificar que não hou-
ve diferença de comportamento entre as fábricas, tanto para as aflatoxinas 
Β como para as G. Houve influência da safra, significativa ao nível de 5% 
de probabilidade, apenas com relação às aflatoxinas B. Este comportamento 
pode ser constatado através dos quadros números 13 e 14. 
Note-se que as médias encontradas no Quadro 15, também espelham essa 
característica. 
A época ou mês de coleta dentro de uma mesma safra também não variou 
significativamente, assim com a interação fábrica vs safra. Houve interação 
mês vs fábrica dentro da safra porém apenas a aflatoxina B. 
Pelos quadros de números 8 e 9 pode-se verificar que, com relação à 
aflatoxina Β, o maior fator de variação foi a safra com 66,39% do total, ao 
passo que para a aflatoxina G o maior fator de variação foi a amostragem. 
A variação dos demais fatores foi pequena. 
Esse comportamento da aflatoxina Β já era esperado pois a safra das 
«águas» geralmente apresenta condições mais propícias para o desenvolvi-
vimento de fungos que a safra da «seca». Tanto o valor encontrado para 
a safra da «águas» como o da «seca» foram elevados. 
Todos os farelos examinados eram tóxicos e apresentaram ambas as 
aflatoxinas. Os valores encontrados para as aflatoxinas Β foram sempre 
mais elevados que os da G numa mesma amostra. 
Ocorreu-nos pois investigar também se havia correlação entre a pro-
dução dos metabólitos, visto que, em trabalhos de campo, não há referência 
na literatura sobre o assunto. O resultado obtido no estudo dessa possível 
correlação foi de r = 0,39 (QUADRO 10) não significativo podendo-se con-
siderar que praticamente não houve correlação. 
C O N C L U S Õ E S 
Dos resultados obtidos no presente trabalho pode-se tirar as seguintes con-
clusões: 
1) A incidência da aflatoxina foi geral na região Soroeabana, pois todas 
as amostras eram tóxicas. 
2) O nível de toxidez foi, no geral, muito elevado com algumas amostras 
chegando a 10,0 ppm. 
3) Os farelos da safra das «águas» apresentaram maior toxidez (média 
de 3,78 ppm) que os da «seca» (média de 1,74 ppm) 
4) Apenas 4,54% do material analisado poderia ser aproveitado para 
rações animais pois 95,46% apresentou níveis de aflatoxina que o en-
quadrou na categoria «Muito Alta». 
5) Praticamente não houve correlação entre a produção das aflatoxinas 
Β e G. 
S U M M A R Y 
OCCURRENCE OF AFLATOXIN IN PEANUT FLOUR IN THE REGION 
SOROCABANA, IN THE STATE OF SAO PAULO. 
In the present work, the occurrence of the aflatoxins Β and G, as well 
as a possible correlation between both were studied in 44 samples of peanut 
flour from 6 oil mills of the region Sorocabana, in the State of São Paulo. 
The samples were obtained in four collections representing material 
from two crops in two different seasons: March and May, in the rainy 
season and July and September, in the dry season. 
From the results it was concluded that: a) the occurrence of aflatoxin 
was generalized in that region, for all the samples were toxic; b) the toxi-
city level was found to be very high (figures from 0.1 to 10.0 ppm) being 
higher in the rainy season — average of 3.78 ppm, agains 1.74 ppm in the dry 
season; c ) it was considered that only 4.54% of the material examined could 
be utilized for admixture in feedstuffs; d) it was not found correlation in the 
production of the aflatoxins Β and G. 
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